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摘要 分 离 出 纯化 的 叶绿体 DNA(cpDNA), 基因 组 的 文库 便 能 建成 , 特定 基因 便 能 分 离 , 其 顺序 
便 可 进一步 测定 。 然 而 ， 我 们 的 研究 经 验 表 明 ， 最 常用 制备 纯化 cpDNA 的 方法 很 难 应 用 于 葡 
萄 属 的 种 类 。 本 文 提出 了 一 个 分 离 和 提纯 葡萄 属 cpDNA 的 方法 , 这 个 方法 不 同 于 其 它 方法 主要 
EF: 1. 偏重 亚硫酸钠 与 琉 基 乙醇 和 维生素 C 一 起 加 在 缓冲 液 中 , 使 与 溶液 中 的 氧 结合 , 以 防止 
游离 氧 氧 化 单字 和 其 它 次 生物 质 呈 显 色 反应 ; 2. 在 高 盐 溶液 中 使 用 加 热处理 , 达 至 85 C 为 止 , K 
活 氧化 酶 类 , 消除 氧化 条 件 。 用 其 它 科 属 的 种 类 ， 菠 菜 和 油菜 作对 比 ， 提 取 和 纯化 了 葡萄 属 不 同 
类 型 种 的 cpDNA， 均 取得 了 较 好 的 结果 。 将 提纯 的 中 国 葡萄 各 种 的 cpDNA, 用 菠菜 和 油菜 作 
比较 ， 以 4DNA 作对 照 , 经 限制 性 酶 BamHI, SalI+Xhol 和 PstI+Kpnl 酶 解 , 电泳 分 离 , 扫描 定 
量 , 采用 描 图 法 测定 了 cpDNA 各 片段 的 分 子 量 , 总 和 约 130kb, 同时 测定 了 菠菜 和 油菜 的 
cpDNA 分 子 量 。 
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Abstract With the isolated and purified cpDNA, a library of cloned genomic fragments can be 
generated and the isolation and the nucleotide sequence of a given gene can further be conducted. 
However, the most generally applicable procedures for preparing purified cpDNA are very diffi- 
cult in Vitis species through the experience of our research work. In this paper we have developed 
a procedure which has been proved to be succesful in isolating and purifying the cpDNA of Vitis 
species, bearing comparing some species of other family. This procedure is mainly different from 
others in these; 1) Na,S,Oswith vitamin C and B—mercaptoethanol has been added to the basic 
buffer and it can give ionic SO;'to bind the oxygen in solution in order to prohibit the free oxygen 


from oxidation of Tainin and other second metablites; 2) Using heat treatment of high 
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tempreture up to 85T inactivates the relative oxidases. With comparison of Spinach and Rape, 
the modifiedprocedure has been succesful in purification of cpDNA of several spicies in different 
families, including the Vitis spicies. 

Chloroplast DNA has been isolated and purified from wild Vitis species in China, compared 
with Spinach and Rape. The cpDNA was separately cut with BamHI, Sall+Xhol and PstI--KpnI 
into defined fragments. The fragments of cpDNA were fractionated by size using agarose gel 
electrophoreses and by scanning and tracing, the molecular weight of Vitis species cpDNA was 
determined as c. 130 kb, with the standard of 4— DNA cut with same REs. 

Key words Vitis, Purification of cpDNA, Na;S;O.. Heat treatment, Moleculae weight 


数 百 种 高 等 植物 叶绿体 DNA 的 大 小 、 结 构 等 已 经 进行 了 研究 077. HUI cpDNA 提取 和 纯化 的 
方法 也 有 较 多 报道 O AAKE itis L.) cpDNA 的 研究 国内 外 尚未 见报 道 。 研 究 表明 ， 有 
的 植物 cpDNA 易于 提取 和 纯化 ， 有 的 很 困难 ， 有 的 至 今 末 找到 适合 的 方法 , 并 且 -一 种 程序 方法 很 适合 于 
这 一 类 群 植物 , 但 对 另外 一 群 植物 可 能 完全 不 实用 , 甚至 不 同 的 种 有 时 也 有 此 差别 。 对 于 难于 提取 和 纯化 
cpDNA 的 一 类 植物 ,研究 者 在 方法 上 仍然 在 继续 探索 。 若 干 常见 的 农作物 ， 研 究 较 多 者 ， 可 以 找到 一 些 
现成 的 方法 参考 ， 但 对 于 野牛 种 质 资源 ， 分 散在 许多 不 同 的 科 属 中 ， 尤 其 是 植物 系统 学 家 ， 要 面 对 众多 
的 科 属 ， 大 部 分 类 群 没 有 现成 的 方法 可 寻 。 因 此 ， 遇 到 难于 提纯 cpDNA 的 植物 类 群 ,在 方法 上 了 予以 解决 
将 会 大 大 推动 该 类 植物 研究 工作 向 前 发 展 。 

在 葡萄 cpDNA 的 人 鲜 究 过 程 中 , 一 些 人 研究 cpDNA 的 著名 学 者 曾 给 我 们 一 些 建议 (D. Palmer, K. J. 
Sytsma 等 , 个 人 通信 ), 并 给 我 们 寄 来 了 迄今 发 表 的 重要 方法 ， 包 括 了 已 实验 研究 过 的 各 科 属 材料 。 遗 憾 
的 是 ， 没 有 发 现 有 关 提取 和 纯化 葡萄 cpDNA 的 成 功 的 报道 。 我 们 采用 已 发 表 的 一 些 其 他 实验 室 行 之 有 
效 的 方法 提取 和 纯化 野生 葡萄 cpDNA, 总 是 得 不 到 满意 的 结果 .野生 葡萄 叶片 内 有 高 含量 的 各 种 色素 及 
单 宁 类 物质 ， 在 匀 浆 叶片 时 ， 我 们 观察 到 ， 随 种 的 不 同 显示 黄 、 棕 、 灰 等 颜色 ， 有 的 种 含有 高 粘度 物 
质 ， 使 匀 浆 液 出 现 大 量 泡 沫 ， 有 的 种 出 现 泥浆 样 沉淀 。 用 已 有 的 方法 提取 得 到 的 野生 葡萄 cpDNA， 不 
论 是 采用 超速 离心 或 各 种 层 析 均 不 能 很 好 纯化 ，cp DNA 总 是 带 有 黄色 或 棕色 ， 其 颜色 越 深 ， 酶 切 
DNA 时 越 困难 . 

在 操作 中 我 们 观察 到 ， 在 叶片 匀 浆 后 ， 释 放出 的 一 些 物质 与 空气 接触 后 变 为 有 色 物 质 ， 表 明 这 一 过 
程 可 能 是 由 酶 参与 的 氧化 反应 。 反 应 中 时 片 内 的 某 些 次 生物 质 裂解 牛 成 一 些 活性 基 团 ， 这 些 活性 基 团 以 
后 与 DNA 结合 生成 难以 去 除 的 复合 物 。 据 此 ， 我 们 设计 了 一 套 缓冲 液 ， 在 这 些 缓冲 液 中 ， 以 芒 糖 和 高 
浓度 的 NaCl 和 KCI 维持 细胞 和 叶绿体 的 渗透 势 ， 并 使 其 处 于 部 分 失 水 状态 ， 使 细胞 或 叶绿体 膜 有 足够 
的 韧性 以 经 受 离心 、 洗 涤 等 提取 操作 。 另 加 维生素 C、 殖 基 乙 醇和 偏重 亚硫酸钠 等 还 原 剂 抑制 溶液 中 的 
游离 氧 而 阻止 氧化 - 显 色 反应 。 当 操作 至 破碎 叶绿体 时 ， 采 用 加 热 灭 活 参与 这 类 呈 色 反应 的 酶 类 ， 阻 目 
呈 色 反应 的 发 生 从 而 得 到 较 纯 的 cpDNA。 用 这 种 方法 ， 我 们 提取 了 葡萄 属 的 数 种 野生 葡萄 , 以 及 油菜 和 
菠菜 等 植物 的 cpDNA, 均 可 用 十 限制 性 酶 切 ， 酶 切片 段 可 用 十 重组 。 采 用 本 文 提 出 的 方法 提取 、 纯 化 的 
cpDNA， 经 限制 性 内 切 酶 BamHI, Xhol, Sall, PstI 等 切割 ， 电 泳 分 离 后 ， 测 定 了 中 国 葡萄 属 的 cpDNA 
分 子 量 。 这 将 为 进一步 进行 系统 学 方面 的 比较 研究 ， 进 行 cpDNA 克隆 库 构建 及 基因 定位 、 顺 序 分 析 等 
方面 的 工作 提供 依据 。 同 时 测定 了 菠菜 、 油 菜 cpDNA 的 分 子 量 。 


材料 和 方法 


1. 缓冲 液 的 配制 
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(1) 基本 缓冲 液 (Basic Buffer, BB). 含 6% 芒 糖 (W / V)S0mmol / L, Tris.Cl pH8.0, 5mmol / L EDTA, 
10mmol / L VitC, 2mmol / L f—51,3& Z, RE , 

(2) 匀 浆 缓冲 液 : 基本 缓冲 液 中 含 0.2mol/L KCI, 0.8mol / L NaCLh3-10mmol / L 偏重 亚硫酸钠 
(Na2S,O;) , 其 中 ，Na,S,O; 的 量 随 植物 种 类 叶片 破碎 后 是 否 容易 被 氧化 变色 而 定 ， 以 完全 抑制 变色 反应 
为 恰当 。 

2. 叶片 的 采集 

采摘 新 鲜嫩 枝叶 ， 淄 于 水 中 ， 置 暗 处 1 一 2 X. 

3. cpDNA 提取 方法 

C) 粗 品 叶 绿 体 的 制备 : 剪 下 叶片 ， 去 粗 叶脉 后 称 重 ， 用 自来水 和 蒸馏水 清洗 后 ， 将 叶片 前 成 1 cm 
大 小 ， 加 入 5 一 10 倍 量 的 预 冷 匀 浆 缓冲 液 ， 用 电动 组 织 匀 浆 器 搅 切 ， 速 度 为 20000 rpm / min， 搅 切 2-5 
次 ， 每 次 Ss，8 层 纱布 过 滤 匀 浆液 ， 收 集 滤液 ，1000xg 离心 10min， 用 BB 重 悬 沉淀 ,洗涤 1 一 2 次 ， 每 
次 离心 同 前 。 收 集 沉淀 即 粗 品 叶 绿 体 。 

(2) 叶绿体 的 纯化 : 采用 蕊 糖 梯 度 离心 纯化 叶绿体 , 以 BB 配制 不 同 的 蔗糖 梯度 。 在 适当 大 小 的 水 平 
离心 管内 做 成 70%、60%、45%、30% ( 自 下 而 上 ) KERKEE, AERUBELEEDECBUSUREER de IP RU HS 
心 管 大 小 而 定 ， 一 般 为 10—30 mL ， 底 部 梯度 体积 可 增加 至 20—50 mL。 梯 度 在 离心 前 一 天 作 好 。 将 叶 
绿 体 粗 提 物 悬 浮 在 少量 BB 中 ( 约 占 梯度 总 体积 的 17 $)， 到 加 在 梯度 最 上 部 ，10C ， 水 平 离心 ，12000 . 
X g, 30—45min. 

离心 后 叶绿体 分 布 于 梯度 中 层 ， 不 同 植物 种 类 叶绿体 比重 不 同 ， 一 般 分 布 在 45% 到 60% 梯 度 处 呈 浓 
绿色 区 带 。 收 集 叶绿体 区 带 到 干净 离心 管 中 ， 加 等 体积 BB 稀释 ， 离 心 ，10C 6000xg.l0min, FE 
清 ， 得 纯化 的 叶绿体 ， 称 重 。 

(3) cpDNA 的 提取 : 在 离心 管 中 ， 按 叶绿体 重量 加 入 8 倍 体积 的 BB， 充分 悬浮 后 ， ”加 入 蛋白 
酶 K (Img/gcp) 混 匀 后 ，37C 保温 13min， 再 加 入 等 体积 的 含 1% SDS, 0.6mol/ L NaCl 的 BB (Ki 
用 前 配 )， 快 速 混 匀 后 置 沸水 浴 ， 在 样品 管 中 插 和 温度计， 待 裂解 液 温度 上 升 至 85C 时 停止 加 热 。 
4C, 6000xg, 离心 10min， ”收集 上 清 液 ， ”加 等 体积 异 丙 醇 沉淀 ， 置 室温 20min 后 ， 离 心 10min 
(4C ，6000x g)， 沉 淀 加 70% 乙 醇 洗 次 一 次 , 稍 干燥 ， 加 2mL 左右 TE 缓冲 液 (10mmol / L Tris.Cl 
pH8.0,1Immol/ L EDTA,1mmol/ L8—95 3k Z, BR) 充分 溶解 后 ， 再 次 离心 同 前 ， 收 集 上 清 液 ， 内 含 
cpDNA, 待 进一步 纯化 。 

(4) cpDNA 的 纯化 : 每 2mL cpDNA 粗 提 液 中 加 入 1.4mL 的 5mol / L LiCl, 混 匀 后 , 离心 10 min 
(4C，6000xg)， 取 上 清 ， 加 等 体积 异 丙 醇 沉淀 ， 室 温 20min 后 ， 同 前 离心 ， 加 70% 乙 醇 洗 沉 淀 2 次 ， 
稍 干燥 ， 重 深 于 ImL TE 缓冲 液 中 。 此 步 可 去 除 醇 变 性 蛋白 、 部 分 色素 及 大 分 子 RNA 59 , 

经 LiCl 初步 纯化 后 的 cpDNA 溶液 进一步 经 Sepharose 4B 柱 层 析 纯 化 。 柱 高 30cm, 直 径 1.0cm, 每 
次 可 纯化 约 10mg cpDNA。 柱 洗 脱 液 为 10 mmol / L Tris.CK(pH8.0),0.2 mol / L NaCl, 0.5 mmol/L 
EDTA, 2 mmol / L p- 琉 基 乙 醇 。 流 速 约 0.2 mL /min， 分 部 收集 器 收集 ， 每 管 约 收 mL, 取 第 1—10 管 
收集 液 各 15HL 快速 电泳 (0.7%agrose,0.5 x TBE, 10v / cm, 15Smin) ， 紫 外 透射 仪 观察 ， 找 出 cpDNA 所 
在 管 位 ， 收 集 其 洗 脱 液 ， 用 等 体积 中 性 饱和 酚 抽 提 一 次 ， 握 仿 抽 提 2 次 ， 每 次 离心 , 4C ，3000x 
g,10min， 取 上 清 液 ， 最 后 所 得 上 清 液 加 等 体积 异 丙 醇 沉淀 ， 同 前 6000 x g 离心 后 ， 沉 淀 以 70% 乙 醇 洗 2 
K, F, IMEE TE 重 溶 ， 即 得 cpDNA 纯 样 品 。 

4. cpDNA 的 分 子 量 测定 

(D) 材料 : 经 上 述 方 法 提取 纯化 的 葡萄 属 内 不 同 种 葛 葛 葡萄 (V. flexuosa Thunb)、 红 时 葡萄 (V. 
erythrophyllum W. T. Wang), 3&8 23(V. davidii) A iE SE Flils€ cpDNA. 

实验 用 限制 酶 BamHI 为 New England Biolabr 产品 , XhoL Sall 和 PstI 为 华美 公司 产品 。 
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(2) 方法 : 作 如 下 酶 解 反应 : NEA E cpDNA-BamHI. SalI+Xhol. PstI+ KpnI; 红叶 葡萄 
cpDNA-BamHL 刺 葡 萄 cpDNA-BamHD 菠菜 cpDNA-BamHL 油菜 cpDNA-BamHL, 酶 切 反 应 条 件 
按 限制 酶 生产 厂家 的 说 明 进 行 。 酶 切 反 应 液 中 加 入 cpDNA 的 量 为 50ug/ mL, 加 入 酶 量 为 消化 质粒 酶 量 
的 10 倍 左右 “”，37 人 消化 2h。 酶 解 后 的 cpDNA 与 -DNA 经 Pstl. EcoRI. Kpnl 水 解 的 样品 一 起 
分 别 在 0.6 %，1% 琼 脂 糖 凝 胶 上 电泳 ，2v / cm, 12 一 16 h。 加 样 量 为 0.15ug / mm? 孔 ， 样 品 在 加 入 孔 之 
前 以 1/3 至 1/2 蒸馏 水 稀释 ， 以 降低 盐 浓 度 ， 使 分 离 条 带 清晰 。 电 泳 毕 ， 将 凝 胶 置 jxg/ mL 的 EB 染 
色 液 中 染色 20 分 钟 ， 紫 外 透射 灯 上 观察 ， 照 相 ， 所 得 照片 在 “ 岛 津 *CS900 型 薄 层 扫描 仪 上 扫描 ， 计 算 每 
条 带 的 DNA 含量 。 采 用 描 图 法 测定 分 子 量 ， 即 在 照片 上 精确 量 取 -DNA 经 PstI. EcoRI. KpnI 水 解 的 
电泳 条 带 的 迁移 距离 ， 以 此 为 横 坐 标 (普通 轴 )， 以 各 条 带 的 标准 分 子 量 O 为 纵 坐 标 (对 数 轴 )， 在 半 
对 数 坐 标 纸 上 绘 出 标准 曲线 ， 再 精确 量 取 待 测 cpDNA 酶 切 电泳 图 中 各 条 带 的 迁移 距离 ， 根 据 -DNA 
酶 解 产物 的 曲线 图 ， 找 出 各 条 带 相应 的 分 子 量 。 将 所 测 各 条 带 的 分 子 量 相 加 ,得 cpDNA 分 子 量 ( 见 图 1. 


2、3)。 
结果 和 讨论 


1. cpDNA 的 提取 和 纯化 

用 上 述 方法 制备 了 葡萄 属 的 7 个 种 包括 葛 葛 葡萄 (F flexuosa Thunb. RCV. erythrophylla 
W. T. Wang) 4 $5 43 (V. davidii (Roman.)Foex), fk 8j 43 (V.romanetii Roman.), ^E Ik ji &5 (V. 
pseudoreticulata W. T. Wang), Wit 8i 4(V. silvestrii Pamp. ) 、 毛 葡萄 (V. ficifolia Bge. var. pentagona 
Rehd.) 及 油菜 和 菠菜 的 cpDNA， 分 别 用 不 同 的 限制 性 内 切 酶 切割 ， 电 泳 后 得 到 较 清晰 图 谱 (图 D, 3E 
一 步 作 了 分 子 量 测定 ， 另 构建 了 一 个 葡萄 种 的 BamHI 质粒 文库 ( 另 文 发 表 )。 野 后 葡萄 含有 大 量 的 色 
素 、 单 宁 及 其 它 次 生物 质 ， 这 些 物 质 给 cpDNA 的 纯化 工作 带 来 极 大 的 困难 ， 对 cp DNA 的 稳定 性 也 有 
很 大 干扰 。 本 文 设计 的 方法 较 好 地 克服 了 这 些 困难 ， 主 要 是 在 匀 浆 叶片 时 ， 勾 浆 缓冲 液 中 所 售 的 维生素 
C、 斑 基 乙 醇 及 偏重 亚硫酸钠 造成 的 高 还 原 性 阻止 了 氧化 酶 类 对 次 生物 质 的 氧化 - 呈 色 反应 ， 特 别 是 偏重 
亚硫酸钠 在 缓冲 液 中 释放 出 的 SOS? 离子 结合 了 溶液 中 的 氧 原子 或 分 子 态 氧 ， 使 所 有 和 氧化 酶 类 不 能 再 夺 
取 和 利用 ， 从 而 不 可 逆 地 去 除了 溶液 中 的 氧 。 此 外 在 裂解 叶绿体 时 ， 采 用 加 热 法 灭 活 了 氧化 酶 类 ， 使 氛 
化 反应 不 再 进行 ， 而 cpDNA 在 裂解 液 中 高 浓度 盐 的 存在 下 ， 能 短 时 间 忍 受 SSC 左右 高 温 不 致 破坏 ， 但 
氧化 酶 等 蛋白 类 物质 不 能 忍受 这 样 的 高 温 而 被 灭 活 ， 再 次 消除 了 氧化 的 条 件 ， 使 cpDNA 能 保持 稳定 ， 
易 纯化 。 本 文 的 方法 对 十 更 广泛 地 开展 不 易 提取 和 纯化 cpDNA 的 一 类 植物 的 研究 , 提供 了 一 个 可 行 的 方 
法 ， 对 十 易 提纯 的 植物 , 如 油菜 、 菠 菜 等 植物 的 cpDNA 提取 用 本 文 的 方法 同样 适用 ， 并 且 效 果 更 好 ， 

2. cpDNA 的 分 子 量 测定 

fiij. d$ cpDNA 经 BamHI 水 解 产生 34 条 电泳 带 ; 经 Sall-XhoI 水 解 产生 21 条 带 ; 经 PstI+ 
KpnI 水 解 产 生 14 条 带 ( 见 图 1-f.1.j 及 表 1). 

由 EB 染色 后 的 相对 亮度 及 经 薄 层 扫描 显示 的 各 峰 面 积 积分 值 大 小 ， 根 据 公式 ， 

4 片段 Kb 数 xn， B 片 段 Kb 数 x n, Cn 
4 片段 峰值 面积 积分 值 (%) ”B 片 段 峰 值 面 积 积分 值 (%) ^ Cono 

(公式 中 n 试 取 值 1,2,3..… 即 各 条 带 的 片段 数 ， 使 各 分 式 值 尽量 相近 。) 判断 各 条 带 是 单 倍 量 、 双 倍 量 
或 三 倍 量 DNA 组 成 的 带 。 结 果 ， 在 葛 莫 葡萄 cpDNA-BamHI H, 第 4、6、7、25、27、30、33 为 
双 倍 量 DNA 带 ， 第 13 为 3 fi DNA 带 (图 1 及 图 2); YE E, IS cpDNA-SalI+Xhol H, 28 4. 6, 
12 、15 为 双 倍 量 DNA 带 ， 第 14 为 3 倍 量 DNA 带 ; 在 万 万 葡萄 cpDNA-PstE-KpnI 中 ， 第 1 为 双 倍 
EDNA f, 585, 929 3 f DNA ff, 
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Ep fi. (EX, MIX cpDNA P MESS 
a. Bk Gb. E c. MERO d Eco fl S9; BamHI. f. SR, f. BamHI NEU). gih. Rin fil] cpDNA-BamHI 下 给 质粒 ， 
BamHI Mi UJ. j. S foli. PstbeKpnt. L WA fü Sj. SalltXhok n. A ET. Xhol. o. 8 Au n. Sall. ek. 4DNA-Pstl. 
i. A-DNA, Kpnl. m, 4-DNA, EcoRI. (1*5agrose. | x TBE, 45V. 16 小 时 ) 


Fig! Restriction patterns of cpDNA from Vitis L. speacies. spinach and rape 
a. Spinach-BamHI b. Rape-BamHl c. V. davidii-BamHI — d. V. erythrophyllum-BamHI T. V. flexuosa BamHI gh. 
recombinants. with cpDNA-BamHI fregment from V. flexuosa j. K. flexuosa -Pstl-Kpnl l. V. flexuosa 
=Sall+Xhol h, V. flexuosa —Xhol o. V. flexuosa -Sall ek. ADNA-Pst] i. ADNA-Kpnl m. ZDNA-EcoTI (1% 
agarose Tw TBE 45V 16 h) 
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Fig. 2 Scanning graphs of BamHI restriction patterns of V. flexuosa cpDNA by Thin Layer Scanner. The areas below 


the peaks showed the quautites of fragments, no. 4. 6, 7. 25. 27 peaks were double quautites and 110.13 peak was triple. 
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3 4-DNA 和 cpDNA 经 栈 切 和 Agarose 电泳 后 , 用 描 图 法 得 出 cpDNA 分 子 量 与 电泳 距离 的 关系 。 图 中 显示 4 次 
电泳 的 结果 ,在 低 分 子 量 一 端 存在 一 段 向 下 弯曲 的 线段 。 每 次 电泳 弯曲 的 情况 不 相同 。 绘 制 上 图 曲线 时 采用 A-DNA 
分 别 经 PstI[、EcoRI 和 KpnI 酶 切 , 每 条 曲线 至 少 选 用 15 个 不 同 长 度 的 片段 。 

Fig. 3 The relationship between the DNA size and its electrophosphatic mobility. The result was different from 
Helling[17]. The end of curves turned downwards. The curves was made by ADNA fragments digesting with PstI. EcoRI. 


Kpnl respectively and more than 15 fragments were needed for each curve. 


表 1 BAM cpDNA 酶 切片 段 及 分 子 大 小 
Table 1 Restriction fragments and molecular size of cpDNA from V. flexuosa Thunb produced by complete diges- 


tion with various restrictionendonucleases 


片段 数目 片段 大 小 Fragment size (kb) 
Fragment number BamHI Sall+Xhol PstI+kpnI 
1 11.7 12.3 15.5x2 
2 10.5 10.3 12.7 
3 9.7 9.2 9.8 
4 6.7x2 8.0x2 8.8 
5 5.3 6.7 7.4x3 
6 5.1x2 6.65x2 5.0 
7 4.9x2 6.0 4.8 
8 4.35 5.5 4.64 
9 3.55 4.55 3.8x3 
10 3.3 3.5 3.6 
11 32 3.2 3.5 
12 3.14 3.1x2 3.3 
13 2.95x3 3.0 2.85 
14 2.79 2.8x3 2.05 


15 2.74 2.45x2 


m ——M—M—M M M — MM MÀ ——— 
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HI 
片段 数目 片段 大 小 Fragment size (kb) 
Fragment number BamHI Sall-XhoI PstI--kpnI 

16 2.49 2.25 
17 2.25 2.1 
18 2.15 2.0 
19 2.02 1.9 
20 ` 1.73 1.2 
21 1.68 0.83 
22 1.38 
23 1.30 
24 1.25 
25 1.21x2 
26 1.16 
27 1.11 x2 
28 1.07 
29 0.83 
30 0.58x 2 
31 0.53 
32 0.39 
33 0.31 x2 
34 0.23 





分 子 量 测定 结果 见 表 1, 3 种 酶 切 万 基 cpDNA 组 合 的 分 子 量 比较 接近 ， 总 计 分 子 量 分 别 为 129.4kb， 
123.33kb, 125.64kb, 其 中 SalI+Xhol 和 KpnI+ PstI 水 解 结果 由 于 存在 较 大 片段 难以 精确 测定 ， 而 
BamHI 水 解 产 物 由 于 片段 较 小 ， 电 泳 中 容易 分 离 使 测定 误差 减 小 。 因 此 ， 本 文 认为 根据 葛 划 葡萄 
cpDNA-BamHI 水 解 结果 所 测 分 子 量 较 为 准确 。 此 外 ， 根 据 葡萄 属 内 其 它 种 如 红叶 葡萄 、 刺 葡萄 的 
cpDNA 经 BamHI. Xhol. Sall 水 解 的 酶 谱 比 较 及 扫描 结果 ， 分 子 量 测定 ( 见 图 1—d,c, 其 它 资 料 未 示 ) ， 
ZR 5B XcpDNA 经 相应 各 酶 切 结果 在 各 条 带 位 置 ， 染 色 亮 度 ， 条 带 数 量 及 分 子 量 大 小 上 均 无 差异 。 

在 测定 葡萄 叶绿体 DNA 分 子 量 时 ， 同 时 提取 了 栽培 品种 胜利 油菜 和 菠菜 的 cpDNA， 经 BamHI Bi 
切 后 与 葡萄 cpDNA 及 A-DNA 酶 切 分 子 量 标准 同时 电泳 , 并 测定 分 子 量 ， 结 果 为 : 油菜 cpDNA 
130.41kb, 3€ cpDNA 143.32kb, 与 其 他 作者 报道 结果 ， 如 油菜 cpDNA 为 130.85kb C9 , 菠菜 cpDNA 
为 145kb P 比较 , 油菜 cpDNA 分 子 量 相近 , 菠菜 cpDNA 稍 有 差异 。 这 可 能 是 由 于 品种 间 的 差异 , 或 测 
定 误差 不 同 造成 。 见 图 l-b, a 及 表 2 。 

所 有 标准 分 子 量 对 照 均 采用 4-DNA 经 不 同 酶 切 样品 ， 在 作 图 时 发 现 分 子 量 低 端 ， 即 电泳 正极 端 其 
距离 与 分 子 量 之 间 的 关系 在 半 对 数 坐 标 上 不 呈 直 线 关 系 “5 ， 而 是 向 下 弯曲 。 每 次 电泳 结果 弯曲 的 程度 
不 相同 ， 见 图 3 。 仔 细 审 查 后 发 现 ， 在 较 长 的 电泳 槽 (工作 台 长 度 为 30cm 以 上 ) 电泳 的 凝 胶 ， 测 定 结 
果 ， 这 种 弯曲 较 小 ， 凝 胶 位 置 靠 负极 端 近 一 些 的 这 种 弯曲 也 较 小 。 再 经 测试 电泳 过 程 中 电泳 槽 内 各 位 置 
电泳 液 的 pH fÉ. SEIEDUWHEEBAEHLKUE pH 值 有 下 降 现象 ， 推 测 由 于 该 处 的 pH 下 降 ， 使 DNA 片段 在 
该 处 凝 胶 中 的 迁移 减 慢 ， 从 而 造成 测定 结果 在 半 对 数 坐 标 上 的 弯曲 现象 。 因 此 用 电泳 结果 测定 DNA 分 
子 量 时 ， 应 注意 这 种 现象 的 影响 。 
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表 2 菠菜 和 油菜 cpDNA 酶 切片 段 及 分 子 大 小 
 Table2 Restriction fragments and molecular size of cpDNA from Spinach and Rape by Complete digestion with 
BamHI. 
片段 大 小 Fragment size(kb) 


菠菜 cpDNA-BamHI 油菜 cpDNA-BamHI 
Spinach cpDNA- BamHI 


Rape cpDNA-BamHI 









片段 数目 


Fragment number 








1 22.0x2 12.0 
2 10.6 11.2 
3 7.0 9.2x3 
4 6.4x3 7.25 
5 525x2 6.6 
6 3.9 5.82 
7 3.5x2 4.3x2 
8 3.15 39x2 
9 2.8x2 3.5 
10 26x2 3.1x2 
1 245x2 2.8x3 
12 24 2.6 
13 2.25 245 
14 22x2 2.08 
15 2.04 2.0 
16 1.68x2 1.85x2 
17 1.36 1.50 
18 1.24 1.46 
19 1.20 1.36 
20 0.96 1.22x2 
21 0.76 1.12 
22 0.57x2 0.95 
23 0.42 0.85x2 
24 0.39x 2 0.62 
25 0.58 
26 0.5 
27 0.38 
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